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® Verfahren zur Herstellung kiinstlicher Sauerstofftrager aus kovalent vernetzten Hamoglobinen mit 

verbesserten funktionellen Eigenschaften durch Vernetzung in Anwesenheit chemisch nicht reagierender 
Effektoren der Sauerstoffaffinitat der Hamoglobine 

® Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung 
kunstlicher Sauerstofftrager aus chemisch vernetzten Ha- 
moglobinen mit verbesserten funktionellen Eigenschaf- 
ten, wobei vor der Vernetzung der Hamoglobine che- 
misch nicht reagierende Effektoren der Sauerstoffaffinitat 
der Hamoglobine zugesetzt werden und wan rend der Ver- 
netzung anwesend sind. Dies fuhrt erfindungsgemaG 
zum reversiblen Schutz derjenigen konformativen Berei- 
che der Hamoglobin-Molekule, die die Wechselwirkung 
der Hamoglobine mit Sauerstoff steuern. Dieser nicht- 
chemische Schutz bewirkt, dass sich die Sauerstoffbin- 
dungseigenschaften (insbesondere Affinitat und Koope- 
rativitat) wahrend einer Vernetzung der Hamoglobine mo- 
■ difiziert andern. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel- 
lung kiinstlicher Sauerstofftrager aus chemisch vernetzten 
Hamoglobinen mil vcrbesscrlcn funktioncllcn Eigenschaf- 5 
ten, wobei vor der Vernetzung der Hamoglobine chemisch 
nicht reagierende Effektoren der Sauerstoffaffinitat der Ha- 
moglobine zugesetzi werden und wahrend der Vernetzung 
anwesend sind. Dies fiihrt erfindungsgemaB zum reversiblen 
Schutz derjenigen konformativen Bereiche der Hamoglo- 10 
bin-Molekule, die die Wechselwirkung der Hamoglobine 
mit Sauerstoff steuern. Dieser nicht-chemische Schutz be- 
wirkt, dass sich die Sauerstoffbindungseigenschaften (ins- 
besondere Affinitat und Kooperativitat) wahrend einer Ver- 
netzung der Hamoglobine modifiziert andern. L5 
[0002] Ein Grund, warum man native Hamoglobine che- 
misch verandert und modifiziert, ist die Entwicklung und 
Herstellung kiinstlicher Sauerstofftrager aus solchen Hamo- 
globinen. Unveranderte native Hamoglobine - insbesondere 
als funktionell hochwirksame molekulardisperse Form im 20 
Blutplasma gelost - eignen sich nicht als kunstliche IVager, 
weil sie von der Niere in strukturclle Untereinheiten zerlegt 
und diese schnell ausgeschieden werden, weil sie weiterhin 
auch die Kapillaren verlassen und weil unerwiinschte Wech- 
selwirkungen mit Plasma-Proteinen auftreten. Die Sauer- 25 
sloff-Trager wiederum will man deshalb entwickeln, weil 
sehr viele und weitverbreitete krankhafte Veranderungen auf 
einem Sauerstoff mangel von Geweben beruhen, im akuten 
Fall nach einem starken Blutverlust - beispielsweise nach 
einem Unfall oder wahrend groBer chirurgischer Eingriffe - 30 
und im chronischen Fall bci Durchblutungsstorungen, letz- 
teres beispielsweise im Fall der sogenannten Arteriellen 
Verschlusskrankheit, ferner bei Herzinfarkt, bei Herzrhyth- 
musstorungen, beim Schlaganfall, beim Niereninfarkt und 
anderen mehr. Da kunstliche Sauerstofftrager sehr effektive 35 
Sauerstofftransporter sind, lassen sich die genannten Er- 
krankungen mit ihnen sehr wirksam bekampfen. 
[0003] Zur Entwicklung kunsdicher Sauerstofftrager, die 
die genannten Nachteile nicht besitzen, hat man verschie- 
dene gedankliche Ansatze zu verwirklichen versucht. Die 40 
wichtigsten sind 

- die Mikroverkapselung von Hamoglobinlosungen in 
Liposomen, sogenannte Hamosomen (Ogata Y. (1994): 
"Characteristics of Neo Red Cells, Their Function and 45 
Safety: In Vivo Studies", Artificial Cells, Blood Substi- 
tutes, and Immobilization Biotechnologies 22: 
875-881); 

- kovalente intramolekulare Verknupfungen, d. h. eine 
Stabilisierung der Quartarstruktur der Hamoglobine, 50 
entweder durch bifunktionelle Vernetzer (Fanner M. 
C, et al. (1995): "Preclinical Data and Clinical Trials 
with Diaspirin Cross-linked Hemoglobin", - Tsuchida 

E. (Ed.): Artificial Red Cells, John Wiley 1995: 
177-185; Bakker J. C, et al. (1988): "Properties of He- 55 
moglobin Interdirnerically Cross-linked with NFPLP", 
Biomaterials, Artificial Cells, and Immobilization Bio- 
technologies 16: 635-636), oder durch gentechnische 
Gewinnung entsprechend veranderten Hamoglobins 
(Looker D. et al. (1992): "A Human Recombinant Hae- 60 
moglobin Designed for Use as a Blood Substitute", Na- 
ture 356: 258-260); 

- kovalentes Anknupfen von Makromolekulen an das 
Hamoglobin, beispielsweise Polysaccharide, Dextrane, 
Hydroxyethylstarke, Inulin oder kunstliche wasserlos- 65 
liche Makromolekule wie Polyethylenglykole (Xue H., 
Wong J. T.-F. (1994): "Preparation of Conjugated He- 
moglobins", - Abelson J. N., Simon M. I. (Ed.): Me- 




2 

thods of Enzymology, Volume 231 B, Academic Press 
1994: 308-322; Tam S. C, et al. (1978): "Blood Repla- 
cement in Dogs by Dextran-Hemoglobin", Canadian 
Journal of Biochemistry 56: 981-984; Patentschrifl 
DE-A30 26 398 (1981): "Modifiziertes Hamoglobin 
enthaltender Blutersatz"; Patentschrift EP-A 0 206 448 
(1986): "Hemoglobin Combined with a Poly(Alkylene 
Oxide)"; Patentschrift US 5,234,903 (1993): "Chemi- 
cally Modified Hemoglobin as an Effective, Stable, 
Non-immunogenic Red Blood Cell Substitute"; Patent- 
schrift US 5,312,808 (1994): "Fractionation of Polyal- 
kylene Oxide-Conjugated Hemoglobin Solutions"); 
- intermolekulares Vernetzen (Gould S. A., et al. 
(1998): "The Clinical Development of Human Polyme- 
rized Hemoglobin", - Chang T. M. S. (Hrsg.): Blood 
Substitutes: Principles, Methods, Products and Clinical 
Trials, Volume 2, Karger Landes Systems 1998: 12-28; 
Pearce L. B., Gawryl M. S. (1998): "Overview of Pre- 
clinical and Clinical Efficacy of Biopure's HBOCs", - 
Chang T. M. S. (Hrsg.): Blood Substitutes: Principles, 
Methods, Products and Clinical Trials, Volume 2, Kar- 
ger Landes Systems 1998: 82-98; Bakker J. C, el al. 
(1992): "Preparation and Characterization of Crosslin- 
ked and Polymerized Hemoglobin Solutions", Bioma- 
terials, Artificial Cells, and Immobilization Biotechno- 
logies 20: 233-241). 

10004] Die letztgenannten kiinstlichen Sauerstofftrager 
auf der Basis vernetzter Hamoglobine besitzen gegenuber 
den anderen eine Reihe von Vorteilen: Ausreichend groBe 
vernetzte Hamoglobine (Hamoglobin-Polymere) verfiigen 
uber einen so geringen kolloid-osmotischen Druck, dass sie 
nicht nur - wegen ihres so geringen eigenen kolloid-osmoti- 
schen Druckes dann kombiniert mit einem Plasmaexpander 
- als Sauerstoff transport ierendes Blutvolumcnsubstitul 
zum Ersatz fehlenden B lutes eingesetzt werden konnen, 
sondern insbesondere konnen sie auch - als Sauerstoff trans- 
portierendes Blutadditiv - in Blut addiert werden (Bamikol 
W. K. R., et al. (1996): "Hyperpolymere Hamoglobine als 
kunstliche Sauerstofftrager. Ein innovativer Ansatz der me- 
dizinischen Entwicklung", Therapiewoche 46: 811-815). 
Indikationsgebiete fur solche Sauerstofftransport- Additive 
sind die Behandlung vieler chronischer Sauerstoffmangel- 
zustande, wie sie oben erwahnt wurden. Die Behandlung 
mit einem Additiv ist immer auch ohne einen vorherigen 
Blutverlust moglich; dagegen sind samtbche genannten 
Sauerstoff transportierenden (Blut-) Volumensubstitute aus- 
schlieBlich zur Behandlung akuter Sauerstoffmangelzu- 
stande nach Blutverlusten geeignet. Hamoglobine mit ho- 
hem Vemetzungsgrad besitzen dariiber hinaus den Vorteil 
besonders langer intravasaler Verweildauer. Weiterhin muB 
nach ihrer Gabe nicht mit Blutdruckcrhohungen gerechnet 
werden, da sie auf Grund ihrer GroBe die BlutgefaBe nicht 
verlassen und somit nicht als Konstriktoren der GefaBmus- 
kulatur wirken konnen. 

[0005] Die regelrechte Versorgung der Gewebe mil S auer- 
stoff durch das naturliche Hamoglobin, welches sich in den 
roten Blutzellen befindet, beruht wesentlich auf der beson- 
deren Sauerstoff-Bindungscharakteristik des Hamoglobins 
als S-fdrmigeBindungskurve. Diese Bindungscharakteristik 
lasst sich mit zwei GroBen kennzeichnen, namlich mit dem 
sogenannten Halbsatdgungsdruck des Sauerstoffs (P50) als 
MaB der mittleren Sauerstoffaffinitat des Hamoglobins und 
dem HELL-schen Index (n50) als MaB der homotropen 
Wechselwirkungen, der sogenannten Kooperativitat der 
Sauerstoffbindungsstellen. 

[0006] Beide GroBen bestimmen in entscheidender Weise, 
wie effektiv in der Lunge der Sauerstoff aus der Luft ins 
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Blul aufgenommen unci wic gulder SaucrstofTin den Kapil- 
laren wieder vom Blut an die Gewebe abgegeben werden 
kann. Normalerweise hat das in den roten Blutzeilen abge- 
packte Hamoglobin im menschlichen Blut einen P50-Wert 
von etwa 25 Ton* und den hohen n50-Wcrt von 2,6; die cnt- 
sprechenden Werte des frei gelosten Hamoglobins des Men- 
schen und des Schweins betragen unter physiologischen Be- 
dingungen etwa 16 Torr und ebenfalls 2,6. Es ist seit langem 
bekannt, dass natiirlicherweise bei Saugern in deren roten 
Blutzeilen die regelrechte Sauerstoff-Bindungs-Charakteri- 
stik durch kleine erTektorische Molekiile bewirkt wird, die 
assoziativ (also nicht-kovalent) an das Hamoglobin binden 
konnen. Bei Mensch und Schwein handelt es sich hierbei 
urn 2,3-Bisphosphoglycerat (DPG). Dieser Effektor bindet 
nicht-kovalent in der sogenannten zentralen Kavitat des Ha- 
moglobinrnolekuls, welche durch die vier pseudotetraedisch 
angeordneten, globularen Untereinheiten dieses Molekuls 
gebildet wird; cr tut dies bcsonders fcst im desoxygenierten 
Zustand des Hamoglobins. Neben dem naturlichen kennt 
man auch artfremde und kunstliche Effektoren, welche die 
Bindungseigenschaften des Human-Hamoglobins ebenfalls 
stark becinflussen, bei spiel sweise Inositol hex aphosph at, 
Inositolhexasulfat und Mellitsaure (W. K. R. Barnikol, O. 
Burkhard (1983): "Die Feinstmktur als Hilfsmittel zum Stu- 
dium pharmakologischer Wirkungen auf die Sauerstoff-Ha- 
rnoglobin-Bindung. Hamoglobin als Puffer des Sauerstoff- 
partialdruckes", Funktionellc Biologic und Medizin 2: 245- 
249). Offensichtlich und selbstverstandlich binden sich sol- 
che Effektoren spezifisch an die Sauerstoff-abhangigen Be- 
reiche des Hamoglobin-Molekiils. 

[0007] Fur molekulardisperse kunstliche Sauerstofftrager 
kommt es, unabhangig von der gewahlten Entwicklungs- 
strategie, darauf an, durch die notwendigen chemischen Mo- 
difikationen die mittlere Affinitat auf einen bestimmten ge- 
wunschten Wert einstellen zu konnen und die naturlichc Ko- 
operativitat moglichst auf ihrem hohen Wert zu erhalten. 
10008] Die Herstellung kunstlicher SauerstofFtrager auf 
der Basis vernetzter Hamoglobine erfordert zunachst die ko- 
valente Vemetzung des Hamoglobins zu groBen Molekulen. 
Dariiber hinaus konnen diese dann mit inerten und bio-ver- 
traglichen Molekulen kovalent verknupft werden, um uner- 
wunschte Wechselwirkungen mit Plasmaproteinen zu ver- 
meiden. Sowohl die Vernetzung, als auch kovalente chemi- 
sche Ankniipfungen erfolgen bevorzugt an Aminogruppen 
der Hamoglobin-Molekule. Fiihrt man die genannten chemi- 
schen Reaktionen mit Hamoglobinen durch, so finden sich 
in aller Regel unerwtinschte Veranderungen der Sauerstof- 
f affinitat, vor allem aber ein Verlust der Kooperativitat (cine 
Verringerung des n50-Wertes), beispielsweise bei Vernet- 
zung des Humanhamoglobins mit Divinylsulfon (H. 
Potzschke, St. Guth, W. K. R. Barnikol: "Divinylsulfone- 
Crossl inked Hyperpolymeric Human Haemoglobin as an 
Artificial Oxygen Carrier in Anaesthetized Spontaneously 
Breathing Rats", Advances in Experimental Biology and 
Medicine Vol. 345, Plenum Press, New York 1994: 
205-214), insbesondere dann, wenn man einen hohen Ver- 
netzungsgrad moglichst ohne monomeres Hamoglobin er- 
reichen mochte. 

[0009] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, 
eine Methode zu entwickeln, durch welche die bei einer Ver- 
netzung von Hamoglobinmolekulen entstehenden Anderun- 
gen der Sauerstoff-Bindungseigenschaften bezuglich der 
Affinitat zum Sauerstoff sowie dem AusmaB der homontro- 
pen Kooperativitat der Sauerstoffbindungsstellen der ver- 
netzten Hamoglobine verhindert oder in gewunschter Weise 
modifiziert werden. 

[0010] ErfindungsgemaB wird die Aufgabe gelost, indem 
man vor der Vernetzung der Hamoglobine einen chemisch 



nicht reagierenden Effektor der Sauerstoffaffinitat der Ha- 
moglobine zur Reaktionslosung gibt und diesen wahrend 
der Vernetzungsreaktion dort belasst. 
[0011] Uberraschenderweise zeigte sich, dass bekannte 

5 Effektoren der Sauerstoffbindung der Hamoglobine sich 
auch dazu nutzen lassen, um diese Hamoglobine wahrend 
Vemetzungen, beispielsweise mit Glutardialdehyd, reversi- 
bel und wirkungsvoll gegen eine Anderung der Sauerstof- 
faffinitat durch den Vemetzer zu schutzen, vor allem, die 

10 Verminderung der Kooperativitat entscheidend zu verrin- 
gern. Dies ist besonders wichtig fur so reaktive und effektive 
Vemetzer, wie der genannte Glutardialdehyd. 
[0012] Als Schutzeffektoren bevorzugt werden erfin- 
dungsgemaB Inositolhexaphosphat, Inositolhexasulfat, Mel- 

15 litsaure und besonders 2,3-Bisphosphoglycerat, die bevor- 
zugt in Mengen von 1 bis 20, insbesondere 1 bis 10 mol und 
ganz besonders 1 bis 3, insbesondere 2 mol pro Mol unver- 
netztes Hamoglobin zugesetzt werden. 
[0013] Als Hamoglobin- Ausgangsmaterial fur die erfin- 

20 dungsgemaBe Lehre eignet sich monomeres, natives oder 
chemisch modifiziertes Hamoglobin vom Menschen, vom 
Schwein, oder vom Rind, bevorzugt ist hurnanes und insbe- 
sondere Schweine-Hamoglobin. Die chemische Modifika- 
tion des Hamoglobins kann beispielsweise in einer kovalen- 

25 ten Ankniipfung bestimmter niedermolekularer StorTe beste- 
hen, wie Effektoren der SaucrstorTaffinitat, z. B. Pyridoxal- 
5'-Phosphat oder 2-Nor-2-Formyl-Pyridoxal-5'-Phosphat 
(wie in Kothe et al. (1985), Surgery, Gynecology & Obste- 
trics 161: 563-569 oder Van der Plas et al. (1987), Transfu- 

30 sion 27: 425-430 und (1988), Transfusion 28: 525-530 be- 
schrieben, weitere Zitate in: Rudofph A. S. et al. (Hrsg.): 
Red Blood Cell Substitutes: Basic Principles and Clinical 
Applications, Marcel Dekker, New York u. a. 1998; Tsu- 
chida E. (Hrsg.): Blood Substitutes: Present and Future Per- 

35 spectives, Elsevier Science, Amsterdam 1998; Chang T. M. 
S. (Autor bzw. Hrsg.): Blood Substitutes: Principles, Me- 
thods, Products and Clinical Trials, Volume 1 und - Volume 
2, Karger Landes, Basel u. a. 1997 und 1998, vgl. auch 
EP 0 528 841, dort wird die Pyridoxylierung von Hamoglo- 

40 bin beschrieben). Bevorzugt werden diese Molekiile vor der 
erfindungsgemaBen Vernetzung angeknupft. 
[0014] Alemativ oder zusatzlich kann eine Modifikation 
mit Molekulen erfolgen, welche die Vertraglichkeit der ent- 
stehenden kiinstlichen Sauerstofftrager mit Plasma verbes- 

45 sem. Hierzu gehoren z. B. Polyethylenglykole (Ubersicht 
in: Harris J. M. (Hrsg.): Poly (Ethylene Glycol) Chemistry: 
Biotechnical and Biomedical Applications, Plenum, New 
York u. a. 1992). Die Umsetzung hiermit wird nachfolgcnd 
beschrieben. 

50 [0015] Das Hamoglobin kann daruberhinaus bevorzugt 
auf bekannte Weise desoxygeniert oder karbonyliert wer- 
den. 

[0016] Bevorzugt ist natives, insbesondere monomeres 
Hamoglobin vom Menschen und insbesondere vom 
55 Schwein. 

[0017] Vemetzungen monomeren Hamoglobins mit etli- 
chen Vernetzern sind bekannt und in der Literatur vielfach 
beschrieben, beispielhaft seien angefuhrt: 
[0018] Die Patentschriften US 4,001,200 und 
60 US 4,001,401 betreffen vemetzte Hamoglobine sowie ihren 
Einsatz als Blutersatz und Plasmaexpander. Die Molekular- 
gewichte (Molaren Massen) dieser vernetzten Hamoglobine 
betragen von 65 000 bis 1 000 000 g/mol. Sie konnen herge- 
stellt werden mittels einer Vielzahl genannter verknupfender 
65 Agenzien, wie beispielsweise Divinylsulfon, Epichlorhy- 
drin, Butadiendiepoxid, Hexamethylendiisocyanat, den 
Dialdehyden Glyoxal und Glutardialdehyd sowie den Dii- 
midoestern Dimethylsuberimidat, Dimethylmalonimidat 
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und Di methyl adi pi midat. 

[0019] Die Patentschrift DE 24 49 885 betrifft (u. a.) auch 
vernetzte Hamoglobine, die durch Umsetzung nicht-ver- 
netzter Hamoglobine mit etlichen Dialdehyden, beispiels- 
weise Malondialdehyd, Succindialdehyd, Glutardialdehyd, 5 
Adipindialdehyd und Suberdialdehyd hergestellt werden 
konnen. 

[0020] Die Patentschrift US 4,857,636 beschreibt die Her- 
stellung verschiedener vemetzter Hamoglobine durch Um- 
setzung von Hamoglobin mit etlichen Dialdehyden und Po- 10 
lyaldehyden, bei spiels weise einfachen wie Glutardialdehyd 
und Glyoxal, aber auch mit strukturell komplexeren, die 
durch oxidative Ringoffnung der zykiischen Halbazetal- 
und Halbketalstrukturen der Zuckermolekiile in Monosac- 
chariden und Oligosacchariden sowie Derivaten dieser ent- 15 
stehen. 

[0021] Die Patentschrift US 5,439,882 handelt von ver- 
netzten Hamogiobincn, die durch Umsetzung mit den Dial- 
dehyden o-Adenosin und o-ATP, entstanden durch ringoff- 
nende Oxidation der Ribose in Adenosin und in Adenosin- 20 
triphosphat, hergestellt sind. Diese vernetzten Hamoglobine 
besitzen Molekulargcwichte von 65000 bis 390000 g/mol. 
[0022] Die Patentschrift EP 0 201 618 betrifft ein Verfah- 
ren, aus hoch konzentrierten Losungen monomerer Hamo- 
globine extrem hochmolekulare losliche Hamoglobinpoly- 25 
mere, sogcnannte Hyperpolymcre (Molekulargcwichte 
65000 bis 15000000), hcrzustellcn. 
[0023] Die beschriebenen Verfahren sind vorstehend in- 
korporiert. Sie konnen gemaB der vorliegenden Methode an- 
gewendet werden, wobei erfindungsgemaB unmittelbar vor 30 
der Vernetzungsreaktion der nicht reaklive Vernetzer in der 
angegebenen Menge zugesetzt wird. 
[0024] Prinzipiell erfolgt die Vernetzung des Hamoglo- 
bins unter Verwendung eines geeigneten poly- oder bifunk- 
tionellen Vernetzers fur Proteine, bevorzugt werden bifunk- 35 
tioneile Vernetzer wie Butandiepoxid, Divinylsulfon, ein 
Diisocyanat, insbesondere Hexamethylendiisocyanat, Zy- 
klohexyldiisocyanat oder 2,5-Bisisocyanatobenzolsulfon- 
saure, ein Di-N-Hydroxysuccinimidylester, ein Diimidoe- 
ster, oder ein Dialdehyd, insbesondere Glyoxal, der analog 40 
reagierenden Glykolaldehyd, oder Glutardialdehyd. 
[0025] Ganz besonders bevorzugt erfolgt die Vernetzung 
mit Glutardialdehyd, wie z, B. in Potzschke H. und Bamikol 
W. (1992), Biomaterials, Artificial Cells, and Immobiliza- 
tion Biotechnology 20: 287-291, oder wie in den nachfol- 45 
genden Beispielen beschrieben. 

[0026] Es werden, je nach verwendetem Vernetzer, molare 
Vcrhaltnisse der Vernetzer - bczogen auf monomeres Ha- 
moglobin - von 3- bis 60-fach, bevorzugt 6- bis 35-fach, 
eingesetzt, beispiels weise bevorzugt zwischen einem 7- und 50 
10-fachen molaren Uberschuss des Glutardialdehyds. Che- 
mise h nicht stabile Verknupfungen, insbesondere die SchifY- 
schen Basen, die bei der Reaktion von funktionellen Alde- 
hydgruppen mit Aminogruppen der Hamoglobine entstehen, 
werden in bekannter Weise reduktiv durch Reaktion mit ge- 55 
eigneten Reduktionsmitteln, wie z. B. Natriumborhydrid, in 
einem hinreichenden molaren Oberschuss bezogen auf mo- 
nomeres Hamoglobin, bevorzugt 2- bis 100-fach, insbeson- 
dere bevorzugt 5- bis 20-fach, unter geeigneten bekannten 
Bedingungen stabilisiert. 60 
[0027] Die Durchfuhrung der Vernetzungen wie - auch 
der Derivatisierungsreaktionen - richtet sich nach den Er- 
fordernissen der gewahlten chemischen Reaktionen: Native 
und modifizierte Hamoglobine sind Polyelektrolyte und be- 
finden sich deshalb zur Reaktion mit dem Vernetzungsmittel 65 
in wassrigen Elektrolyten, die z. B. Kochsalz oder/und Na- 
triumhydrogenkarbonat enthalten, mit Ionenkonzentratio- 
nen bis 300 mmol/L, vorzugsweise zwischen 50 und 
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200 mmol/L. Die Reaktionstemperatur zur Vernetzung der 
Hamoglobine betragt 4 bis 65, vorzugsweise 3 bis 30 und 
insbesondere 4 bis 10°C, die Protonenaktivitat in den Lo- 
sungen, ausgedriickt als pH-Werte, betragen zwischen 5 und 
1 1 , bevorzugt zwischen 6 und 9 und insbesondere zwischen 
6,5 und 8, sie konnen in bekannter Weise, z. B. mit Milch- 
saure oder Natronlauge, auf den gewiinschten Wert einge- 
stellt werden. Der Effektor wird der Reaktionslosung hinzu 
gesetzt, welche das noch unvemetzte Hamoglobin in einer 
Konzentration von 10 bis 420, insbesondere von 150 bis 
400 g/L enthalt. 

[0028] Das Hamoglobin kann, z. B. durch Uberstromen 
der Losung mit Stickstoff oder anderen sauerstoffreien 
Inertgasen, desoxygeniert werden. Anschliessend wird in 
bekannter Weise das Vernetzungsreagenz in einem geeigne- 
ten molaren Verhaltnis bezogen auf monomeres Hamoglo- 
bin, hinzugefugt. Die Reaktionszeiten betragen, je nach der 
gewahlten spezicllen Reaktion, auch in Abhangigkeit von 
Temperatur, pH-Wert, Ionenkonzentration u. s. w., zwischen 
wenigen Minuten und bis zu 3 Tagen, bevorzugt weniger als 
5 Stunden und ganz bevorzugt weniger als 2 Stunden. 
[0029] Der Uberschuss an Vernetzungsmittel kann dann 
beispielsweise chemisch durch Reaktion mit geeigneten Re- 
duktionsmitteln, oder durch physikalische Methoden ent- 
fernt werden. 

[0030] Die so hergestellten Hamoglobine konnen gegebe- 
nenfalls wie crwahnt anschlicBcnd weiter chemisch modifi- 
ziert, z. B. mit Polyalkylenoxiden verkniipft werden. 
[0031] Kovalente Anknupfungen von Polyalkylenoxiden 
an Proteine, insbesondere auch an unvernetztes Hamoglo- 
bin, sind ctliche bekannt und in der Literatur beschrieben 
(den Stand der Technik beschreibt umfassend: Harris J. M. 
(Hrsg.): Poly (Ethylene Glycol) Chemistry: Biotechnical 
and Biomedical Applications, Plenum, New York u. a. 
1992). Bei sehr vielen dieser Verfahren erfolgt die Anknup- 
fung des Polyalkylenoxids uber eine molekulare Briicke 
("spacer"), die beispielsweise ein bifunktioneller Verknup- 
fer schafft. Streng betrachtet wird in diesen Fallen also ein 
Verknupfungsprodukt eines Polyalkylenoxids mit einem 
Verknupfungsreagenz an das Protein gekniipft. 
[0032] Die Anbindung von Polyalkylenoxiden an Proteine 
ist bekannt (z. B.: Patent US 4,179,337 (1979): "Non-immu- 
nogenic Polypeptides"), speziell auch an Hamoglobine, na- 
mentlich auch an kiinstliche Sauerstofftrager auf der Basis 
modifizierter Hamoglobine, (Patentschriften US 5,478,805 
(1995): "Fractionation of Polyalkylene Oxide-Conjugated 
Hemoglobin Solution", US 5,386,014 (1995): "Chemically 
Modified Hemoglobin as an Effective, Stable, Non-immu- 
nogenic Red Blood Cell Substitute", EP-A 0 206 448 
(1986): "Hemoglobin Combined with a Poly (Alkylene 
Oxide)", EP-A 0 067 029 (1982): "Oxygen Carrier"). Der 
Inhall dieser Schriftcn ist dahcr vorlicgend inkorporiert. Die 
Anknupfung von Polyalkylenoxiden an kiinstliche Sauer- 
stofftrager auf der Basis modifizierter Hamoglobine wurde 
nach der bekannten Literatur allerdings nie an einem ver- 
netzten Hamoglobin vorgenommen, und diente immer dem 
Erreichen ganzlich anders gearteter Ziele, beispielsweise ei- 
ner Verlangerung der intravasalen Verweildauer, oder auch 
zur Verminderung der immunogenen Potenz der kiinstlichen 
Sauerstofftrager. 

[0033] Zur kovalenten Anknupfung der Polyalkylenoxide 
werden bevorzugt solche Derivate der Polyalkylenoxide 
verwendet, die ein verknupfendes Agens mit einer funktio- 
nellen Gruppe bereits kovalent gebunden enthalten, welche 
eine direkte chemische Reaktion mit Amino-, Alkohol-, 
oder Sulfhydryl-Gruppen der Hamoglobine unter Bildung 
kovalenter Anknupfungen der Polyalkylenoxide ergeben - 
beispielsweise Polyalkylenoxide mit reaktiven N-Hydroxy- 
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succinimidylestcr-, Epoxid-(Glycidylelher-), Aldehyd-, Iso- 
cyanat-, Vinylsulfon-, Jodazetamid-Imidazolylformat-, Tre- 
sylatgruppen, u. a. Viele solche monofunktionell aktivierte 
Polyethylenglykole sind kommerziell erhaltlich, z. B, die 
gcnannlen, und zwar mil Molekulargewichten zwischen 
etwa 500 und 5 000 g/mol. 

[0034] Bevorzugt werden Derivate eines Polyalkylen- 
oxids, insbesondere ausgewahlt aus Polyethylenoxid, Poly- 
propylenoxid oder Copolymeren hiervon, eingesetzt. Be- 
sonders bevorzugt sind Verknupfungsprodukte des Polyal- 
kylenoxids, insbesondere der genannten, mit einem eine ter- 
minale Hydroxygruppe maskierenden Molekul, insbeson- 
dere als Ether, Ester, Esteramid mit kurzkettigen (C1-C5) ali- 
phatischen organischen Rest eingesetzt. Alternativ konnen 
nicht-aktive Polyalkylenoxide in jeder weiteren geeigneten 
Weise zunachst chemisch aktiviert oder, eventuell nach ei- 
ner zusatzlich notwendigen Derivatisierung, durch chemi- 
schc Vcrkniipfungsagenzien init dem Hamoglobin verknupft 
werden, beispielsweise mittels chemischer Reaktion mit 
Bromcyan, einem Karbodiimid wie beispielsweise 1-Ethyl- 
3-(3-Dimethylaminopropyl)karbodiimid oder N,N'-Dizy- 
klohexylkarbodiimid, Cyanurchlorid (mit diesem aktivierte 
Polyethylenglykole, 4,6-Dichlor-s-triazin-Polyethylengly- 
kole, sind ebenfalls kommerziell erhaltlich), oder anderen, 
bekannten Verkniipfungsagenzien wie beispielsweise 2,2- 
Dichlorbenzidin, p,p'-Dimjor-m,m'-dinitrodiphcnylsulfon, 
2,4-Dichlornitrobenzol und weiteren (Oberblick in: Harris J. 
M. (Hrsg.): Poly (Ethylene Glycol) Chemistry: Biotechnical 
and Biomedical Applications, Plenum, New York u. a. 
1992). 

[0035] Als Polyalkylenoxide eignen sich besonders Poly- 
ethylenoxide (Polyethylenglykole), Polypropylenoxide (Po- 
lypropylenglykole), sowie Kopolymere (Mischpolymere) 
aus Ethylenoxid und Propylenoxid, insbesondere, wie er- 
wahnt, gewisse Derivate diescr, wie eine OH-Gruppe mas- 
kierende Verbindungen, beispielsweise (Mono-)Ether mit 
einem kurzkettigen Alkohol, vorzugs weise mit 1 bis 5 Koh- 
lenstoffatomen, wie Monomethylether, Monoethylether, 
Monopropylether, u. s. w., (Mono-)Ester mit kurzkettigen 
Karbonsauren, vorzugsweise mit 1 bis 5 Kohlenstoff- 
atomen, wie Monomethylester, Monomethylester, Mono- 
propylester, u. s. w. und Dehydratisierungsprodukte mit ei- 
nem aliphatischen Amin mit 1 bis 5 KohlenstofTatomen, wie 
Monomethylamin, Monoethylamin, Monopropylamin, 
u. s. w. mit dem oben angegebenen. Besonders bevorzugt 
sind Polyethylenglykole und deren genannte Derivate. 
[0036] Das Molekulargewicht der verwendeten Polyalky- 
lenoxide betragt bevorzugt zwischen 200 und 5000 g/mol, 
insbesondere zwischen 500 und 2000 g/mol. 
[0037] Diese werden vorzugsweise in einer Menge von 
1-40, insbesondere 4-15 Mol/Mol Hamoglobin eingesetzt. 
[0038] Die Durchfuhrung der Anknupfungen bci der erfin- 
dungsgemaBen Vorgehensweise ist analog, wie oben be- 
schrieben. 

[0039] Das Hamoglobin kann somit mit Hilfe der bekann- 
ten Methoden mit Polyalkylenoxid verknupft werden, wie 
oben beschrieben, beispielsweise durch direkte Kombina- 
tion mit Hilfe eines Kondensationsmittels, wie Bromcyan, 
oder mit Hilfe eines Vernetzungsreagenz, wie beispiels- 
weise Cyanurchlorid (vgl. DE-OS 30 26 398), oder durch 
Reaktion mit einem aktivierten Polyalkylenoxid, beispiels- 
weise einem N-Hydroxysuccinimidylester eines Polyalky- 
lenoxidderivates. Auf diese Weise werden mindestens 1, 
insbesondere 1 bis 40 und vorzugsweise 4 bis 15 Molekiile 
des erfindungsgemaB verwendeten Polyalkylenoxids je Mo- 
lekul monomeren Hamoglobins verknupft. 
[0040] Beispielhaft konnen folgende Verfahren fur die 
Ankniipfung der Polyalkylenoxide angewendet werden, wo- 



bei deren strukturelle Tntcgritat erhalten bleibt: 

(1) (Nicht aktiviertes) Polyethylenglykol wird mit der 
2- bis 5-fachen molaren Menge, vorzugsweise der 3-fa- 

5 chen molaren Menge an Bromcyan bei einem pH-Wcrt 
von 9 bis 10 umgesetzt. Das restliche Bromcyan wird 
durch Gelfiltration, Dialyse etc. aus dem Reaktionsge- 
misch entfernt und das Produkt wird dann mit einer er- 
forderlichen, z. B. 0,1- bis 0,002- fachen, vorzugsweise 

10 der 0,02- bis 0,01 -fachen molaren Menge an Hamoglo- 
bin bei pH 7 bis 9, vorzugsweise 7,5 bis 8, in wassriger 
Losung umgesetzt (vgl. DE-OS 30 26 398); 

(2) Polyethylenglykol wird in Benzol gegeben, wel- 
ches eine iiberschussige Menge an Natriumkarbonat 

15 enthalt, und dann mit der 2- bis 5-fachen molaren 
Menge, vorzugsweise der 3- bis 4-fachen molaren 
Menge an Cyanursaurechlorid umgesetzt. Das Reakti- 
onsprodukt, Polyethylglykol-4,6-dichlor-s-triazin, 
wird abgetrennt und mit der gewiinschten Menge, z. B. 

20 1 bis 0,002 mol, vorzugsweise 0,1 bis 0,01 mol, bezo- 
gen auf ein Mol des vorstehend genannten Reaktions- 
produkts, an Hamoglobin in einer Pufferlosung mit ei- 
nem pH-Wert von 8 bis 9,5 umgesetzt (vgl. DE- 
OS 30 26 398); 

25 (3) Aktiviertes Polyalkylenoxid, beispielsweise ein N- 
Hydroxysuccinimidylester eines Polyalkylenoxids, 
wird in einem 1- bis 40-fachen molaren tfrjerschuss be- 
zogen auf monomeres Hamoglobin zu einer wassrigen 
Losung mit einem pH zwischen 7 und 10 eines mit dem 

30 Polyalkylenoxid zu verknupfenden Hamoglobins gege- 
ben und reagieren lassen. 

[0041] Die vorstehend erlauterten Methoden lassen sich 
auch im Fall der anderen erflndungsgemass verwendeten 
35 Polymeren anwenden. 

[0042] Die chemische Anbindung der Polyalkylenoxide 
an die kunstlichen Sauerstofftrager aus vernetzten Hamo- 
globinen kann im Verlauf der Herstellung der erfindungsge- 
mafien Hamoglobin -Derivate zu drei Zeiten erfolgen: 

40 

i) Im ersten Fall wird das Polyalkylenoxid-Derivat an 
die hochreinen, nativen oder modifizierten Hamoglo- 
bine (Hamoglobin-Monomere) gebunden, im An- 
schluss daran erfolgt dann die Vernetzung der Hamo- 

45 globine mit einem insbesondere bifunktionellen Ver- 
netzer. 

ii) Im zweiten Fall werden Polyalkylenoxid-Derivate 
an das bereits synthetisierte vernetzte Hamoglobin an- 
gekoppelt, d. h. im Anschluss an die Umsetzung der 

50 hochreinen, nativen oder mit Effektoren modifizierten 
Hamoglobin-Monomere mit einem bifunktionellen 
Vemetzer. 

iii) Im dritten Fall schliefilich kann eine kovalente An- 
bindung von Polyalkylenoxid-Derivaten sowohl an die 

55 Hamoglobin-Monomeren vor deren Vernetzung, als 
auch zusatzlich danach, im weiteren Verlauf der Her- 
stellung, an das vernetzte Hamoglobin durchgefuhrt 
werden. 

60 [0043] Wie erwahnt, erfolgt jeweils vor der Vernetzung 
der erfindungsgemaBe Zusatz an Effektor. 
[0044] Bevorzugt erfolgt die Modification mit einem Po- 
lyalkylenoxid, insbesondere Polyethylenoxid oder Deriva- 
ten hiervon wie o. g., nach der erfindungsgemaBen Vemet- 

65 zung. 

[0045] Die erhaltenen vernetzten Hamoglobine konnen 
dann auf geeignete bekannte Weise, beispielsweise durch 
Zentrifugation, Filtration oder Ultrafiltration, oder chroma- 
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tographisch (z. B. durch preparative Volumcnausschluss- 
Chromatographie, wie z. B. an Sephadex G-25 Gel) oder 
wie in den obengenannten Druckschriften oder in Curling J. 
M: Methods of Plasma Protein Fractionation, Academic 
Press, London, 1980, oder HP- A 0 854 151, EP- 
A 95 107 280 beschrieben, gereinigt und nachfolgend zu ei- 
ner pharmazeutischen Zubereitung weiterverarbeitet wer- 
den. 

[0046] Vorzugsweise wird monomeres Hamoglobin, be- 
vorzugt im desoxygenierten Zustand, in einem wassrigen 
Elektrolyten (der z. B. Natriuhydrogenkarbonat oder Natri- 
umchlorid oder Natriumlaktat oder mehrere dieser enthalt), 
zunachst mit einem der genannten Effektoren in den angege- 
benen Mengen gemischt und nachfolgend vernetzt, bei- 
spielsweise mit den genannten bifunktionellen Vemetzem, 
insbesondere mit einem 7- bis 10-fachen molaren Uber- 
schuss an Glutardialdehyd. Uberschussiger Glutardialdehyd 
wird auf bekanntc Weise mit Natriumborhydrid entfernt, 
z. B. durch Zusatz eines 2- bis 100-fachen, insbesondere ei- 
nes 5- bis 20-fachen molaren Uberschusses, bezogen wie- 
derum auf das monomere Hamoglobin. Die so erhaltenen 
vernetzten Hamoglobinc konnen dann nachfolgend z, B. 
durch Dialyse, Zentrifugation, Klar- und Ultrafiltration, Fal- 
lung, beispielsweise mit Polyethylenoxid, praparative chro- 
matographische Methoden, wie z. B. durch Gelpermeation- 
schromatographie, aufgearbcitet und auch zu einer pharma- 
zeutischen Zubereitung als kiinstlicher wSauerstofftrager wei- 
ter verarbeitet werden oder auch noch mit Polyalkylenoxid 
umgesetzt und aufgearbeitet werden und sodann zu einer 
pharmazeutischen Zubereitung verarbeitet werden. 
[0047] Auf diesc Weise wird als Produkt cin vcrnetzles 
Hamoglobin erhalten, welches durch die Anwesenheit des 
nicht reaktiven Effektors wahrend der Vemetzung besonders 
gunstige Sauerstoffaffinitatseigenschaften durch das Ver- 
meiden oder Verringern eines Verlusts an Kooperativitat 
aufweist. Dieser erzielbare Vorteil der erfindungsgemaBen 
Lehre war im Hinblick auf den Stand der Technik iiberra- 
schend, da in diesem eine Behandlung mit nicht-reaktiven 
Effektoren nicht bekannt ist und eine Einflussnahme solcher 
nicht reaktiven Molekule bei den chemischen Umsetzungen 
insbesondere mit hoch reaktiven Vemetzungsreagentien 
nicht erwartet werden konnte. Die erfindungsgemaBen ver- 
netzten Hamoglobine weisen einen auBerst giinstigen uner- 
warteten Vorteil auf, namlich eine Verminderung des Verlu- 
stes der Kooperativiat der SauerstofTbindung, verglichen mit 
ganz analog aber ohne die erfindungsgemaBe Verfahrens- 
weise hergestellten vernetzten Hamoglobinen. 
[0048] Werden an die vernetzten Hamoglobinc auBcrdcm 
Polyalkylenoxide kovalent angeknupft, kann zusatzlich - 
auch unter extremen physiologischen Bedingungen insbe- 
sondere des pH-Wertes - eine deutlich verbesserte Plasma- 
vertraglichkeitcrziell werden. Die Vertraglichkeit ist dabei 
unabhangig von der Art und dem Molekulargewicht des Ha- 
moglobins, vom verwendeten Vernetzer, Effektoren oder 
dem eingesetzten Polyalkylenoxid. 

[0049] Die erfindungsgemaB hergestellten Hamoglobin- 
Derivate konnen als solche oder in Form geeigneter, z. B. 
pharmazeutischer Zubereitungen als kunstliche Sauerstoff- 
trager intravasal als Pharmazeutikum oder fur biomedizini- 
sche Zwecke, als Ersatz des Blutes zur Behandlung eines 
Blutvolumenmangels, als Zusatz zum Blut zur Behandlung 
pathogener Sauerstoffmangelzustande, oder als eine Nahrlo- 
sung, im menschlichen oder tierischen Organismus, in Or- 
ganen oder in biotechnischen Anwendungen, verwendet 
werden. Zur Herstellung der zu verabreichenden Produkte 
werden die erfindungsgemaBen Hamoglobinprodukte in ge- 
eigneten Medien, wie Infusionslosungen, beispielsweise in 
wassriger Kochsalz- oder Glukoselosung, beide vorzugs- 



weise in dem Blutplasma isotonischen Konzentrationen, gc- 
lost. 

[0050] Besonders bevorzugte Ausgestaltungen der Erfin- 
dung werden nachfolgend zunachst anhand eines allgemei- 
5 nen Herstellungsverfahrens und nachfolgender Beispiele 
naher erlautert: 

[0051] Schweine-, Human- oder Rinderhamoglobin, nativ 
oder nach einer vorangegangenen chemischen Modifikation 
beispielsweise mit einem kovalent bindenden Effektor der 

10 Sauerstoffaffinitat und/oder einem kovalent bindenden Po- 
lyalkylenoxid zur Verbesserung der Vertraglichkeit mit Plas- 
maproteinen, mit einer Konzentration zwischen 10 und 
420 g/L, bevorzugt zwischen 150 und 400 g/L, ist in einer 
wassrigen Natriumhydrogenkarbonat-Losung geiost, diese 

15 besitzt eine Konzentration zwischen 40 und 100 mmol/L 
und eine Temperatur aus dem Bereich zwischen 3 und 30°C. 
Durch Uberstromen mit reinem Stickstoff und Ruhren die- 
ser Hamoglobinlosung erfolgt cine Desoxygenierung des 
Hamoglobins. Der pH der Losung wird mit Milchsaure oder 

20 Natronlauge (einer Konzentration zwischen 0,1 und 

1 mol/L) auf einen Wert zwischen 6 und 9, bevorzugt zwi- 
schen 6,5 und 8 titricrt. Nun erfolgt die Zugabe von 1 bis 10, 
bevorzugt 1 bis 3 mol des Effektors pro Mol zu vernetzen- 
des, monomeres Hamoglobin, insbesondere bevorzugt als 

25 Effektor ist 2,3-Bisphosphoglycerat. Anschliessend wird die 
Reaktion des Hamoglobins mit einem bifunktionellen Ver- 
netzer, ausgesucht aus Butadiendiepoxid, Divinylsulfon, ei- 
nem Diisocyanat, insbesondere Hexamethylendiisocyanat, 
Zyklohexyldiisocyanat und 2,5-Bisisocyanatobenzolsulfon- 

30 saure, einem Di-N-Hydroxysuccinimidylester, einem Dii- 
midoestcr, oder einem Dialdehyd, insbesondere Glyoxal, 
dem analog reagierenden Glykolaldehyd, und ganz beson- 
ders bevorzugt Glutardialdehyd vorgenommen. Das molare 
Verhaltnis des Vernetzers zum monomeren Hamoglobin be- 

35 tnigt zwischen 3 und 60, bevorzugt zwischen 6 und 35 mol 
pro Mol des monomeren Hamoglobin. Nach Vemetzung mit 
einem der genannten Dialdehyde werden die entstandenen 
SchifFschen Basen mit Natriumborhydrid, in einem molaren 
Verhaltnis zum monomeren Hamoglobin zwischen 2 und 

40 100, bevorzugt zwischen 5 und 20, reduziert. Diese Reduk- 
tion erfolgt bei einem pH zwischen 7,5 und 10, bevorzugt 
zwischen 8 und 9; dieser pH-Wert wird, wie oben beschrie- 
ben, mit Natronlauge oder Milchsaure eingestellt. 
[0052] Nun konnen, nach erneuter Einstellung der pH- 

45 Werte zwischen 7,5 und 10 (mit Natronlauge oder Milch- 
saure), die vernetzten Hamoglobine mit einem Polyalkylen- 
oxid-Derivatekovalent verkntipft werden, indem diese in ei- 
nem molaren Verhaltnis von 1 bis 40, bevorzugt zwischen 4 
und 15 zum monomeren Hamoglobin dem Reakuonsge- 

50 misch zugegeben werden. Die Polyalkylenoxide konnen zur 
Reaktion insbesondere mit Aminogruppen der Hamoglo- 
bine berciLs monofunktionell aktiviert sein, oder aktivicrt 
oder passiv angeknupft werden. Ohne die bevorzugte Poly- 
alkylenoxid-Anknupfung erfolgt direkt die weitere Aufar- 

55 beitung. 

[0053] Nachfolgend wird die bevorzugte spczielle Verfah- 
rensweise, die auch den anschlieBenden Ausfuhrungsbei- 
spielen 1 bis 3 zu grunde liegt, erlautert: 
[0054] Schweinehamoglobin oder Human-Hamoglobin, 

60 das mit einer Konzentration bevorzugt zwischen 150 und 
400 g/L in einem wassrigen Hydrogenkarbonat (NaHCOj)- 
Elektrolyten einer Konzentration bevorzugt zwischen 40 
und 100 mmol/L und einer Temperatur von 3 bis 30°C ge- 
lost ist, wird durch Ruhren und Uberstromen von Stickstoff 

65 zunachst desoxygeniert, dann gibt man bevorzugt zwischen 

2 und 6 mol Natrium- Ascorbat pro Mol Hamoglobin zu und 
titriert die Losung mit Milchsaure auf einen pH-Wert bevor- 
zugt zwischen 6,5 und 8. Bei dem so eingestellten pH-Wert 



DE 100 31 742 A 1 



n 



12 



erfolgt nun (siehc Beispiele 2 und 3) die Zugabe eines der 
oben genannten Effektoren der Sauerstoffaffinitat in der an- 
gegebenen Menge, bevorzugt 1, 2 oder 3 mol pro Mol mo 
nomeren Hamogiobins. Darauf erfolgt die Vernetzung durch 
Zugabe insbesonderc von Glulardialdehyd ini molaren Ver- 
haltnis die Vernetzung durch Zugabe insbesonder von Glu- 
tardialdehyd im molaren Verhaltnis bevorzugt zwischen 7 
und 10 mol pro Mol monomeren Hamogiobins. Nach noch- 
maliger Titration der Losung mit Natronlauge (NaOH) auf 
einen pH-Wert bevorzugt zwischen 8 und 9 erfolgt eine Re- 
duktion der gebildeten Schiffschen Basen mit Natriumbor- 
hydrid, das in einem molaren Verhaltnis bevorzugt zwischen 
5 und 20 mol pro Mol monomeren Hamogiobins zugegeben 
wird. Mit einer weiteren Titration mit Natronlauge oder 
Milchsaure wird der pH-Wert in den Bereich bevorzugt zwi- 
schen 8 und 9 gebracht und es erfolgt eine Zugabe von akti- 
viertem Polyethylenglykol, beispielsweise einem N-Hy- 
droxy-Succinimidyl-Dcrivat, mit einem Molekulargewicht 
von 300 bis 5000, bevorzugt zwischen 500 und 2000 g/mol, 
in einem molaren Verhaltnis zwischen 1 und 15 mol pro Mol 
monomeren Hamogiobins. Danach wird das entstandene 
vcrnetzte Hamoglobin durch Oberstromen von reinern Sau- 
erstoff und Riihren zugig mit diesem ligandiert. Zur Charak- 
terisierung der Sauerstoffbindungseigenschaften bei physio- 
logischen Bedingungen wird nun das Losungsmittel mit- 
samt alien darin enthaltenen unverbrauchten Reaktanden 
und Reaktionsprodukten, beispielsweise mit Hilfe einer Vo- 
lumenausschluss-Chromatographie oder einer Ultrafiltra- 
tion, gegen einen der Plasmaflussigkeit entsprechenden 
wassrigen Elektrolyten ausgetauscht; dieser enthalt 125 mM 
Natriumchlorid; 4,5 mM Kaliurnchlorid und 20 mM Natri- 
umhydrogenkarbonat. 

[0055] Die Erfindung wird anhand der folgenden Bei- 
spiele naher erlautert. Hierbei dient Beispiel 1 (kein Zusatz 
nicht-reak liver Effektoren der Sauerstoffaffinitat zur Vernet- 
zung des Hamogiobins) als Vergleich, die Beispiele 2 und 3 
reprasentieren die Erfindung und demonstrieren die erziel- 
baren Verbesserungen. 

Anwendungsbeispiel 1 

Vergleich fur 22°C 

Herstellung eines vernetzten Hamogiobins ohne den erfin- 
dungsgemaBen Zusatz nicht-reaktiver Effektoren der Sauer- 
stoffaffinitat wahrend der Vernetzung des Hamogiobins bei 
22°C 



lyt-Losung der Zusammensetzung 125 mM NaCl, 4,5 mM 
KCi und 20 mM NaHC0 3 gewechselt. 
[0057] Messungen unter physiologischen Bedingungen 
(37°C Temperatur, 40 Torr Kohlendioxid-Partialdruck und 
5 ein pH-Wert von 7,4) crgaben fur das Produkt einen n50- 
Wert (Kooperativitat) von 1,35 bei einem p50-Wert (mitdere 
Affinitat) von 27 Torr. 



10 



Anwendungsbeispiel 2 

ErfindungsgemaBe Herstellung eines vernetzten Schweine- 
hamoglobins mit Zusatz eines nicht-reaktiven Effektors der 
Sauerstoffaffinitat vor der Vernetzung des Hamogiobins 



15 [0058] Das Produkt wurde in gleicher Weise wie in An- 
wendungsbeispiel 1 hergestellt, mit der einzigen Ausnahme, 
dass vor der Vernetzung mit Glutardialdehyd ein Zusatz von 
3 mol 2,3-Bisphosphoglycerat pro Mol des zu vernetzenden, 
monomeren Hamogiobins erfolgt. 

20 [0059] Hierbei ergab sich unter den genannten physiologi- 
schen Bedingungen der Charakterisierung eine deutliche 
Verminderung des Verlustes der Kooperativitat der Saucr- 
stoffbindungsstellen des Hamogiobins, mit einem n50-Wert 
(als MaB fur die Kooperativitat) von 1,7, bei einer erhohten 

25 mittleren Sauerstoffaffinitat, ausgedruckt als ein p50 von 
18 Torr. 



30 



Anwendungsbeispiel 3 
Vergleich fur4°C 



Erfindungsgemafie Herstellung eines vernetzten Schweine- 
hamoglobins ohne den erfindungsgemafien Zusatz nicht-re- 
aktiver Effektoren bei 4°C 

35 

[0060] Das Produkt wurde in gleicher Weise wie in An- 
wendungsbeispiel 1 hergestellt mit dem Unterschied, dass 
die Herstellung bei 4°C erfolgte und die Reaktionszeiten 
lOx verlangert waren. 
40 [0061] Es ergab sich unter den vorgenannten Bedingun- 
gen ein p50-Wert von 38 Torr und ein n50-Wert von 1,1, 

Anwendungsbeispiel 4 

45 Erfindungsgemafie Herstellung eines vernetzten Schweine- 
hamoglobins mit Zusatz eines nicht-reaktiven Effektors der 
Sauerstoffaffinitat vor der Vernetzung 



[0056] Eine 35%ige Losung von Schweinehamoglobin 
(Hb) in 50 mM NaHC0 3 wurde bei 22°C durch Riihren und 50 
Uberstromen von Stickstoff desoxygeniert. Danach erfolgte 
eine Zugabe von Natrium-Ascorbat (4 mol/mol Hb). Die 
Losung wurde dann mit Milchsaure auf einen pH-Wert von 
7,2 titriert und mit Glutardialdehyd (9 mol/mol Hb) versetzt, 
nachfolgende Reaktionszeit etwa 1,5 h. Nach Titration mit 55 
Natronlauge (NaOH) auf einen pH-Wert von 7,8 folgtc cine 
Reduktion der gebildeten Schiffschen Basen mit Natrium- 
borhydrid (10 mol NaBH^mol Hb), nachfolgende Reakti- 
onszeit etwa 0,75 h. Nach einer weiteren Titration der Lo- 
sung mit NaOH auf einen pH-Wert von 8,5 wurde das gelo- 60 
ste Hamoglobin mit einem 8-fachen molaren Uberschuss 
von Methoxy-Succinimidylpropionat-Polyethylenglykol 
des Molekulargewichts 2000 g/mol umgesetzt, nachfol- 
gende Reaktionszeit etwa 1 h. Mit reinem Sauerstoff er- 
folgte dann eine Ligandierung des vernetzten Hamogiobins. 65 
Das Milieu des gelosten Produktes wurde anschlieBend mit 
Hilfe einer Volumenausschluss-Chromatographie (Sepha- 
dex G-25 - Gel, Pharmacia, D) gegen eine wassrige Elektro- 



[0062] Ein polymeres Hamoglobin wurde ganz analog wie 
in Anwendungsbeispiel 3 beschrieben hergestellt, mit der 
Anderung, dass 2 Mol 2,3-Bisphosphoglyzerat je Mol Ha- 
moglobin vor der Vernetzung des Hamogiobins zugesetzt 
wurden. Der n50-Wert betrug 1,7, bei einem p50-Wert von 
19 Torr. 

Anwendungsbeispiel 5 

Herstellung eines vernetzten Schweinehamoglobins mit Zu- 
satz eines erfindungsgemaBen nicht-reaktiven Effektors vor 
der Vernetzung 

[0063] Das Produkt wurde in gleicher Weise hergestellt 
wie in Anwendungsbeispiel 3, auBer dass vor der Vernet- 
zung 2 Mol Inositolhexaphosphat je Mol Hamoglobin zuge- 
setzt worden waren. 

[0064] Unter den oben genannten Bedingungen ergab die 
Analyse einen p50-Wert von 17,5 Torr und einen n50-Wert 
von 1,2. 
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Anwendungsbeispiel 6 



Herstellung eines vernetzten Schweinehamoglobins mit Zu- 
satz eines erfindungsgemaBen nicht-reaktiven Effektors vor 

der Vernetzung 5 



10065] Das Produkt wurde in gleicher Weise hergestellt 
wie in Anwendungsbeispiel 3 mit der Anderung, dass vor 
der Vernetzung 2 Mol Mellitsaure je Mol Hamoglobin zuge- 
setzt waren. 

10066] Die Analyse unter den oben genannten Bedingun- 
gen ergab einen p50-Wert von 14,6 Torr und n50 von 1,5. 

Anwendungsbeispiel 7 



Vergleich 

Herstellung eines vernetzten Schweinehamoglobins ohne 
den erfindungsgemaBen Zusatz eines nicht-reaktiven Effekl- 



14 

1,5. 

Anwendungsbeispiel 11 
Vergleich 

Herstellung eines vernetzten Humanhamoglobins ohne Zu- 
satz eines nicht-reaktiven Effektors 



30 



[0067] Das Produkt wurde in gleicher Weise wie in An- 
wendungsbeispiel 1 hergestellt mit dem Unterschied, dass 
der Vemetzer Glykolaldehyd mit 20-fachem Uberschuss 
verwendet wurde, dass die Reaktionszeit der Vernetzung 4 h 
und der pH-Wert 9,1 betrug. 

[0068] Unter den genannten Bedingungen ergab die Ana- 
lyse einen p50-Wert von 18 mmHg und einen n50-Wert von 
1,2. 

Anwendungsbeispiel 8 

Herstellung eines vernetzten Schweinehamoglobins mit Zu- 
satz eines erfindungsgemaBen nicht-reaktiven Effektors 

[0069] Das Produkt wurde in gleicher Weise hergestellt 
wie in Anwendungsbeispiel 7, auBer dass vor der Vernet- 
zung 2 Mol 2,3-Bisphosphoglyzerat je Mol Hamoglobin 
dem Reaktionsgemisch zugesetzt wurde. 
[0070] Die Analyse unter den genannten Bedingungen er- 
gab eine p50-Wert von 13 mmHg und einen n50-Wert von 
1,55. 

Anwendungsbeispiel 9 

Herstellung eines vernetzten Schweinehamoglobins mit Zu- 
satz eines erfindungsgemaBen nicht-reaktiven Effektors vor 
der Vernetzung 



[0071] Das Produkt wurde in gleicher Weise hergestellt 50 
wie in Anwendungsbeispiel 7, mit der Veranderung, dass 
dem Reaktionsgemisch 2 Mol Inositolhexaphosphat je Mol 
Hamoglobin zugesetzt wurden. 

[0072] Die Analyse unter genannten Bedingungen ergab 
einen p50-Wert von 21,6 mmHg und einen n50-Wert von 55 
1,6. 

Anwendungsbeispiel 10 

Herstellung eines vernetzten Schweinehamoglobins mit Zu- 60 
satz eines erfindungsgemaBen nicht-reaktiven Effektors 

[0073] Das Produkt wurde in gleicher Weise hergestellt 
wie in Anwendungsbeispiel 7, mit der Veranderung, dass 
dem Reaktionsgemisch 2 Mol Mellitsaure je Mol Hamoglo- 65 
bin zugesetzt wurden. 

[0074] Die Analyse unter genannten Bedingungen ergab 
einen p50-Wert von 16,5 mmHg und einen n50-Wert von 



to [0075] Das Produkt wurde in gleicher Weise hergestellt 
wie in Beispiel 3 mit dem Unterschied einer Verwendung 
von Human-Hamoglobin. 

[0076] Unter den genannten Bedingungen ergab die Ana- 
lyse einen p50-Wert von 20 mmHg und einen n50-Wert von 
15 1,2, 

Anwendungsbeispiel 12 

Herstellung eines vernetzten Humanhamoglobins mit Zu- 
20 satz eines erfindungsgemaBen nicht-reaktiven Effektors 

[0077] Das Produkt wurde in gleicher Weise hergestellt 
wie in Beispiel 11, auBer dass vor der Vernetzung 2 Mol 
Bisphosphoglyzerat je Mol Hamoglobin zugesetzt waren. 
25 [0078] Unter den oben genannten Bedingungen ergab die 
Analyse einen p50-Wert von 13 mmHg und einen n50-Wert 
von 1,4. 



Anwendungsbeispiel 13 

Herstellung eines vernetzten Humanhamoglobins mit Zu- 
satz eines erfindungsgemaBen nicht-reaktiven Effektors 



[0079] Das Produkt wurde in gleicher Weise hergestellt 
35 wie in Beispiel 11, mit der Anderung, dass vor der Vernet- 
zung 2 Mol Inositolhexaphosphat je Mol Hamoglobin zuge- 
setzt waren. 

[0080] Unter den oben genannten Bedingungen ergab die 
Analyse einen p50-Werl von 12 mmHg und einen n50-Werl 
40 von 1,8. 

Patentanspruche 



45 



1. Verfahren zur Herstellung kiinstlicher Sauerstofftra- 
ger aus chemisch vernetztem Hamoglobin mit verbes- 
serten funktionellen Eigenschaften, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass vor der kovalenten Vernetzung des Ha- 
moglobins chemisch nicht reagierende Effektoren der 
Sauerstoffaffinitat des Hamoglobins zu dessen Reakti- 
onslosung hinzu gegeben werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass als Effektoren der Sauerstoffaffinitat des Ha- 
moglobins 2,3-Bisphosphoglycerat, Inositolhexaphos- 
phat, Inositolhexasulfat oder Mellitsaure verwendet 
werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekcnnzeich- 
net, dass als nicht-reaktiver Effektor 2,3-Bisphospho- 
glycerat eingesetzt wird. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, dass der nicht-reaktive Effektor 
der Sauerstoffaffinitat des Hamoglobins vor dessen 
Vernetzung in einer Menge von 1 bis 20 mol pro Mol 
Hamoglobin zugesetzt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hamoglobin vom 
Menschen, vom Schwein oder vom Rind stammt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hamoglobin in einer 
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Konzentration von 10 bis 420 g/L eingesetzt wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, dass zur Vemetzung in Anwe- 
senheit des chemise h nicht reagierenden Effektors der 
Saucrstoffaffinitat natives Hamoglobin oder (lurch cine 5 
vorausgegangene chemische Modifikation derivausier- 
tes Hamoglobin eingesetzt wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hamoglobin im des- 
oxygenierten Zustand eingesetzt wird. 10 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hamoglobin mittels ei- 
nes bi« oder polyfunktionellen Vernetzers fur Proteine 
vernetzt wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 9, da- 15 
durch gekennzeichnet, dass das Vernetzungsreagenz in 
einer Menge von 3 bis 60 mol pro Mol monomeren Ha- 
moglobins eingesetzt wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 10, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hamoglobin mittels ei- 20 
nes bifunktionellen Vernetzers fur Proteine, ausgewahlt 
aus Butadiendiepoxid, Divinylsulfon, einern Diisocya- 
nat, insbesondere Hexamethylendiisocyanat, Zyklo- 
hexyldiisocyanat und 2,5-Bisisocyanatobenzolsulfon- 
saure, einem Di-N-Hydroxysuccinimidylester, einem 25 
Diimidoester, oder einem Dialdehyd, insbesondere 
Glyoxal, dem analog reagierenden Glykolaldchyd, 
oder Glutardialdehyd vernetzt wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der bifunkrionelle Vernetzer Glutardial- 30 
dehyd ist. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, dass das wahrend der Vernet- 
zung mit einem chemisch nicht-reaktiven EfFektor be- 
handelte vernetzte Hamoglobin gegebenen falls weiter 35 
chemisch modifiziert und derivatisiert wird, 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das vernetzte Hamoglobin mit einem Po- 
lyalkylenoxid kovalent verkniipft wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 40 
zeichnet, dass das vernetzte Hamoglobin mit einem Po- 
lyethylenoxid kovalent verkniipft wird. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 15, da- 
durch gekennzeichnet, dass das mit einem nicht-reakti- 
ven Effektor behandelte, vernetzte und gegebenenfalls 45 
weiter chemisch modifizierte Hamoglobin praparativ 
durch Dialyse, Zentrifugation, Klar- und Ultrafiltration 
und/oder praparative chromatographische Methoden 
gereinigt wird. 

17. Verwendung eines vemetzten Hamoglobins herge- 50 
stellt gemaB dem Verfahren nach einem der Anspriiche 

1 bis 16 zur Herstellung eines Mittels zur intravasalen 
oder biomedizinischen Anwendung als kiinstlicher 
Sauerstofftrager. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, dass das Mittel in Form einer pharinazeuti- 
schen Zubereitung als ein Ersatz des Blutes, oder als 
ein Zusatz zum Blut oder zu einer Nahrlosung, im 
menschlichen und tierischen Organismus, in einzelnen 
Organen, oder in biotechnischen Anwendungen ver- 60 
wendet wird. 
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